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(57) Abstract: The invention relates to the use of use of superoxide dismutase mimetics and reductase glutathione in the form of 
anticancer drugs. Said mimetic makes it possible, in particular to potentiate the actions of antitumoral agents generating active 
oxygen forms on tumoral cells and to protect non-tumoral cells against said actions. 

(57) Abrege : L'invention est relative a l'utilisation d'un mimetique de superoxyde dismutase et de glutathion reductase pour l'ob- 
tention d'un medicament anti-cancereux. Ledit mimetique permet notamment de potentialiser les effets d'agents antitumoraux gene- 
rateurs de formes reactives de l'oxygene sur les cellules tumorales, et de proteger les cellules non-tumorales contre ces effets. 
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UTILISATION DE MIMETIQUES DE LA SUPEROXYDE DISMUTASE ET DE 
LA GLUTATHION REDUCTASE COMME ANTI-CANCEREUX 

La presente invention est relative a 
1' utilisation de mimetiques chimiques de la superoxyde 
5 dismutase (SOD) pour inhiber la croissance tumorale, et 
potentialiser les effets de traiternents antitumoraux sur 
les cellules tumorales tout en inhibant leurs effets 
toxiques sur les cellules normales. 

Le terme : « formes reactives de l'oxygene » 

10 (FRO) englobe un ensemble de derives reduits de l'oxygene, 
coirane 1' anion superoxyde (0 2 '~) r le peroxyde d'hydrogene 
(H 2 0 2 ) , ou le radical hydroxyl (OH # ). Ces derives sont 
normalement generes par le metabolisme cellulaire, en 
particulier dans les mitochondries, lors de la reduction 

15 de l'oxygene moleculaire en H 2 0. lis sont en outre 
produits en quantites importantes dans certaines 
conditions, par exemple lors de 1' exposition aux 
rayonnements ionisants ou aux rayons ultraviolets, ou de 
1' exposition a certains produits chimiques. 

20 Les formes reactives de l'oxygene etant tres 

toxiques, les cellules disposent de differents moyens de 
les neutraliser. Parmi ces moyens de detoxification 
figurent en particulier des enzymes « anti-oxydantes » 
parmi lesquelles on citera les superoxyde dismutases 

25 (SOD ; EC 1.15.1.1) qui catalysent la dismutation de 
1' anion superoxyde en peroxyde d'hydrogene + 0 2 , et les 
enzymes intervenant ensuite dans la detoxification du 
peroxyde d'hydrogene, telles que la catalase (EC 1.11.1.6) 
qui catalyse la dismutation du peroxyde d'hydrogene 

30 (2 H 2 0 2 -> 0 2 + 2 H 2 0) , la glutathion-peroxydase (EC 

1.11.1.9) qui catalyse la reduction du peroxyde 
d'hydrogene par le glutathion reduit (GSH) , en produisant 
du glutathion oxyde (GSSG) et de l'eau 

(2 GSH + H 2 0 2 -> GSSG + 2 H 2 0) , et la glutathion-reductase 

35 (EC 1.8.1.7), qui regenere le GSH selon la reaction 
GSSG + NADPH + H + - 2 GSH + NADP + . 
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Lorsque la production de formes reactives de 
l'oxygene excede les capacites de detoxification de la 
cellule, les effets toxiques de ces derives se 
manifestent, et peuvent induire des dommages importants au 
5 niveau de constituants cellulaires tels que les proteines, 
les lipides membranaires, ou l'ADN. Le stress oxydant 
ainsi genere joue un role majeur dans 1 ' apparition et le 
developpernent de diverses maladies, notamment des 
pathologies inf lammatoires et auto-immunes , et des 
10 cancers. 

II est a l'heure actuelle generalement admis 
que les formes reactives de l'oxygene interviennent dans 
la pathogenese de nombreux cancers. Toutefois, il apparait 
que leurs effets mettent en jeu des mecanismes complexes, 

15 qui sont loin d'etre elucides. 

En quantites sub-letales, les FRO peuvent 
favoriser 1' apparition de cancers, par exemple en 
provoquant des mutations au niveau des regions codantes ou 
des regions regulatrices , ou en inhibant, ou au contraire 

20 en stimulant 1' expression de genes impliques dans la 
regulation de la proliferation ou de la dif f erenciation 
cellulaires, ou de l'apoptose. II a ainsi ete propose 
d'utiliser des antioxydants dans le cadre de traitements 
curatifs ou preventifs de differents cancers. Par exemple, 

25 une alimentation supplementee en antioxydants, notamment 
en vitamine E, a ete preconisee dans le but de prevenir le 
cancer . 

A fortes concentrations, les FRO peuvent 
induire directement la mort cellulaire, notamment en 

30 provoquant des reactions de peroxydation lipidique et 
proteique, qui peuvent favoriser la depolarisation 
mitochondriale et ainsi accelerer les phases effectrices 
de l'apoptose. Cette activation de l'apoptose par les FRO 
peut constituer un moyen de detruire les cellules 

35 tumorales . 

Par exemple, les traitements par radiotherapie 
reposent essentiellement sur 1' induction d' une 
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surproduction de FRO dans les cellules tumorales. De meme, 
de nombreuses molecules utilisees dans la chimiotherapie 
des cancers induisent dans les cellules une surproduction 
de FRO, qui serait responsable, au moins en partie, de 
5 l'effet anti-tumoral de ces molecules. 

Les molecules anticancereuses pouvant induire 
une production de FRO peuvent appartenir a differentes 
classes therapeutiques. On citera notamment des agents 
intercalants, par exemple des anthracyclines comme la 

10 doxorubicine qui inhibe la replication et induit des 
lesions de l'ADN ; des inhibiteurs de la topoisomerase-2 
comme 1'etoposide qui induit des cassures de l'ADN ; des 
anti-metabolites comme le 5-fluoro-uracile ; des agents 
electrophiles comme la mitomycine C et des derives du 

15 platine [cisplatine (YOKOMIZO et al . , Cancer Res, 55: 
4293-4296 1995) , et oxaliplatine] ; des poisons du fuseau 
comme les taxanes ; et des anti-recepteurs hormonaux comme 
le tamoxifene (FERLINI et al., Br J Cancer, 79, 257-263, 
1999) . 

20 Toutefois, l'une des principales limitations a 

1' utilisation de ces molecules anticancereuses decoule du 
fait que leur action peut aussi entrainer la mort de 
cellules normales et conduire a des lesions, parfois 
irreversibles , aux consequences tres pre j udiciables . 

25 La plupart des molecules anticancereuses 

detruisent pref erentiellement les cellules se divisant 
rapidement. Leur toxicite vis-a-vis des cellules saines 
est done generalement moindre que vis-a-vis des cellules 
tumorales. Cependant, il existe dans certains tissus des 

30 cellules dont le taux de division est tres rapide, et qui 
sont done particulierement sensibles aux effets toxiques 
des anti-cancereux . II s'agit notamment des cellules 
hematopoietiques en voie de dif f erenciation de la moelle 
osseuse. La myelotoxicity constitue la plus frequente des 

35 toxicites associees a la chimiotherapie et est associee a 
la majeure partie des traitements antitumoraux . Elle 
touche essentiellement les leucocytes et les plaquettes, 
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et se traduit notamment par une leucopenie qui augmente le 
risque infectieux chez les patients traites. 

Certaines molecules anticancereuses presentent 
en outre une cytotoxicity visant plus specif iquement 
5 certains tissus ou organes. A titre d' exemples : les 
anthracyclines , telles que la doxorubicine , ont un effet 
cardiotoxique qui resulterait de la production de FRO 
entrainant une peroxydation des structures lipidiques du 
reticulum sarcoplasmique et des mitochondries, et un 

10 dysf onctionnement de ces organites ; la bleomycine possede 
une forte toxicite pulmonaire, egalement attribuee a la 
production de FRO, et pouvant conduire a une fibrose 
pulmonaire interst itielle irreversible . 

Differentes strategies pour diminuer ces 

15 effets secondaires des traitements anti-cancereux ont ete 
proposees . 

Dans le cas d'une cytotoxicity concernant plus 
particulierement certains types cellulaires, il a ete 
propose d'utiliser des agents cytoprotecteurs, et 

20 notamment des agents capables de neutraliser les FRO, tels 
que la N-acetyl cysteine (DOROSHOW et al . . J. Clin. 
Invest., 68, 1053-1064, 1981) ou, plus recemment, la SOD 
ou des mimetiques de cette enzyme. Par exemple, la Demande 
PCT/WO 97/49390 propose d'utiliser un chelate de manganese 

25 derive de dipyrydoxal, le MnDPDP, pour prevenir les effets 
cardiotoxiques des anthracyclines ; la Demande PCT/WO 
02/060383 rapporte la capacite de deux chelates de 
manganese derives de porphyrine, le MnTBAP et le MnTM-4- 
PyP, a proteger les cellules de 1' epithelium pulmonaire 

30 des effets toxiques de la radiotherapie et de la 
bleomycine ; cette Demande rapporte egalement que ces 
derives sont capables d' inhiber selectivement la 
proliferation de cellules d' adenocarcinome pulmonaire, 
sans affecter celle de cellules epitheliales ou 

35 endotheliales normales. 

Pour reduire les consequences des effets 
cytotoxiques des molecules anti-cancereuses vis-a-vis des 
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cellules hematopoletiques, on utilise generalement des 
facteurs de croissance hematopoletiques, afin de reduire 
la duree de la leucopenie et le risque infectieux qui en 
decoule. L' utilisation d' agents cytoprotecteurs est 
5 limitee par le risque du manque de selectivity de ces 
agents, du fait du taux de division rapide des cellules 
hematopoletiques. A I'heure actuelle, le seul agent 
cytoprotecteur utilise pour reduire la leucopenie est 
1'amifostine, qui est un precurseur phosphoryle d'un 

10 antioxydant a groupement thiol, et dont la selectivity 
resulte de sa penetration pref erentielle dans les cellules 
non-tumorales ou il libere la molecule active. 

Les Inventeurs ont entrepris de tester les 
effets de differentes molecules, connues pour leur 

15 capacite de neutraliser a differents niveaux la production 
de FRO, sur la proliferation de differentes lignees de 
cellules tumorales, ainsi que sur la viabilite de ces 
cellules tumorales et celle de leucocytes humains 
normaux ; ils ont ensuite teste, de la meme maniere, les 

20 effets de ces molecules sur les proprietes cytostat iques 
et cytotoxiques d' agents de chimiotherapie antitumorale 
connus pour induire la production de FRO. 

Les molecules ant ioxydantes qui ont ete 
testees sont les suivantes : 

25 - la N-acetyl cysteine (NAC) , qui est un 

antioxydant, capteur de radicaux libres, et precurseur du 
glutathion intracellulaire ; 

le CuDIPS (Cu [II] - [diisopropylsalicylate] ) 
qui est un mimetique chimique de la CuZn SOD (MC KENZIE et 

30 al., Br. J. Pharmacol. 127, 1159-1164, 1999) ; 

- le MnTBAP (Mn(III) tetrakis (5,10,15,20- 
benzoic acid) porphyrine) , qui est un mimetique chimique 
de la MnSOD (PASTERNACK et al . , Inorg. Biochem. , 15, 261- 
267 1981) ainsi que de la catalase et de la glutathion 

35 peroxydase (Demande PCT/WO 01/12327) ; 

- le MnDPDP (manganese dipyridoxyl phosphate 
(Mn-DPDP) , egalement denomme Mangafodipir (DCI), qui est 
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un mimetique chimique de la MnSOD ainsi que de la catalase 
et de la glutathion reductase (Demande PCT/WO 02/087579) . 

Les Inventeurs ont observe que le traitement 
par la NAC induit une augmentation de la proliferation des 
5 cellules tumorales, alors que le traitement par le MnTBAP, 
le CuDIPS, ou le MnDPDP induit une reduction de cette 
proliferation. En ce qui concerne la viabilite cellulaire, 
la NAC n'a aucun effet sur celle-ci, qu' il s'agisse des 
cellules tumorales ou des leucocytes humains normaux. Le 

10 MnTBAP ou le CuDIPS diminuent la viabilite des cellules 
tumorales et egalement, bien que dans une moindre mesure, 
celle des leucocytes humains normaux. En revanche, le 
MnDPDP diminue la viabilite des cellules tumorales, mais, 
de maniere surprenante, n' influence pas celle des 

15 leucocytes humains normaux. 

Dans le cas de 1' association de ces molecules 
antioxydantes avec des agents ant itumoraux, les Inventeurs 
ont observe que la NAC inhibe les effets cytostatiques et 
cytotoxiques de ces agents sur les cellules tumorales, 

20 alors que le MnTBAP, le CuDIPS, et le MnDPDP les 
augmentent . 

Les effets de la NAC, du MnTBAP, et du CuDIPS 
sur la cytotoxicity des agents antitumoraux vis-a-vis des 
leucocytes normaux sont similaires a ceux observes sur les 

25 cellules tumorales ; en revanche le MnDPDP diminue la 
cytotoxicity des agents antitumoraux sur les leucocytes 
humains normaux, a 1' inverse de 1' effet observe dans le 
cas des cellules tumorales. 

II apparait done que le MnDPDP est capable 

30 d' induire ou de potentialiser un stress oxydant chimio- 
induit au niveau des cellules tumorales, tout en 
preservant la viabilite des leucocytes normaux. 

Les Inventeurs ont egalement teste les effets 
de la NAC, du MnTBAP, du CuDIPS et du MnDPDP, administres 

35 isolement ou associes a un agent de chimiotherapie 
antitumorale, sur le developpement de tumeurs in vivo chez 
la souris. 
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lis ont observe que 1 ' administration de NAC 
induisait une augmentation du volume tumoral, alors que 
1' administration de MnTBAP, de CuDiPS ou de MnDPDP diminue 
le volume des tumeurs. En association avec un agent 
5 antitumoral, la NAC bloque l'effet inhibiteur de cet agent 
sur la croissance tumorale, alors que le MnTBAP, le CuDIPS 
ou le MnDPDP augmentent cet effet inhibiteur. 

Ces proprietes singulieres du mangaf odipir , 
par rapport a celles d'autres anti-oxydants, et en 

10 particuliers des autres mimetiques de SOD testes, 
apparaissent liees a sa double activite de mimetique de la 
superoxyde dismutase et de la glutathion reductase. 

La presente invention a pour objet 
1' utilisation d'un mimetique de superoxyde dismutase et de 

15 glutathion reductase en tant que principe actif 
antitumoral et protecteur des leucocytes, pour l'obtention 
d'un medicament anti-cancereux. 

Des mimetiques de SOD possedant aussi une 
activite de mimetique de glutathion reductase utilisables 

20 conformement a 1' invention sont notamment des derives de 
dipyridoxal phosphate, tels que ceux decrits dans le 
Brevet EP 0936615, sous forme de leurs chelates d'un 
cation divalent, tel que le cuivre, le zinc, ou 
avantageusement le manganese. 

25 De maniere plus generale on peut utiliser 

toute molecule qui possede une activite de mimetique de 
SOD, et qui est egalement capable de mimer la glutathion 
reductase en reduisant le glutathion oxyde . 

Selon un mode de realisation prefere de la 

30 presente invention, ledit mimetique de superoxyde 
dismutase et de glutathion reductase est le Mangafodipir 
(MnDPDP. 

Selon un mode de mise en oeuvre prefere de la 
presente invention, ledit mimetique de superoxyde 
35 dismutase et de glutathion reductase est utilise en 
association avec un autre agent anti-tumoral, de 
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preference un agent antitumoral capable d' induire dans les 
cellules une production de FRO. 

A titre d' exemples d' agents anti-tumoraux 
capables d' induire dans les cellules une production de 
5 FRO, utilisables dans le cadre de la presente invention, 
on citera notamment, outre les agents anti-tumoraux 
mentionnes ci-dessus (doxorubicine, mitomycine C, 
etoposide, derives du platine, tamoxifene, taxanes, 5- 
fluoro-uracile) , les molecules suivantes: irinotecan 
10 (inhibiteur de la topo-isomerase-1 ) , gemcitabine (anti- 
metabolite) , endoxan (agent electrophile alkylant) , 
streptozotocine (agent electrophile non-alkylant ) , 

bleomycine (agent scindant l'ADN), et vincristine (poison 
du fuseau) . 

15 Du fait de la simultaneity de leur effet 

cytotoxique et cytostatique vis-a-vis des cellules 
tumorales, et de leur effet protecteur vis-a-vis des 
leucocytes normaux, les mimetiques de superoxyde dismutase 
et de glutathion reductase permettent d' accroitre 

20 signif icativement 1' index therapeutique des medicaments 
anticancereux auxquels ils sont associe. En effet, ils 
exercent avec ces medicaments anti-cancereux une action 
synergique antitumorale , tout en protegeant les leucocytes 
des effets deleteres de la chimiotherapie . 

25 La presente invention a egalement pour objet 

une composition pharmaceutique comprenant du Mangafodipir 
associe avec un autre agent anti-tumoral , tel que defini 
ci-dessus . 

Pour la mise en oeuvre de la presente 
30 invention, le Mangafodipir sera generalement employe dans 
des formulations permettant 1 ' administration d'une dose de 
principe actif comprise entre 1 et 100 mg/kg/jour. Des 
doses plus elevees peuvent toutefois etre utilisees, 
compte tenu de la faible toxicite de ce produit. 11 est 
35 bien entendu que l'homme de l'art peut adapter ces doses 
en fonction des particularites de chaque patient et de la 
pathologie concernee . 
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Ces formulations peuvent etre administrees par 
differentes voies, par exemple par voie orale, ou par 
injections, en particulier par injections sous-cutanees, 
intra-musculaires ou intra-veineuses. D'autres voies 
5 d' administration pourront etre envisagees si elles 
augmentent 1' ef f icacite , la biodisponibilite ou la 
tolerance des produits. La voie la plus appropriee peut 
etre choisie par 1 1 homme du metier en fonction de la 
formulation utilisee . 

10 La presente invention sera mieux comprise a 

1'aide du complement de description qui va suivre, qui se 
refere a des exemples non-limitatif s montrant les 
proprietes antitumorales du Mangafodipir et ses effets 
cytoprotecteurs sur les leucocytes normaux. 

15 EXEMPLE 1 : INFLUENCE DE DIVERSES MOLECULES ANT I OX YD ANTES 
SUR LES PROPRIETES PROLIFERATIVES BASALES DES CELLULES 
TUMORALES . 

Des tests de proliferation cellulaire in 
vitro, ont ete realises sur les lignees cellulaires 

20 suivantes : CT26 (mouse colon carcinoma, ATCC (American 
Type Culture Collection) n°2638), Hepa 1-6 (mouse liver 
hepatoma, ATCC n ° 18 30 ) , A 549 (Human lung carcinoma, ATCC 
n°185) Ces lignees ont ete prealablement cultivees, dans 
un incubateur humide a 37 °C sous 5% de C02, en milieu 

25 Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) /Glutamax-I 
contenant 10% de serum de veau foetal et des antibiot iques 
[penicilline ( lOOU/ml ) /streptomycine ( lOOyig/ml ) ] (LIFE 

TECHNOLOGIES, Cergy Pontoise, France) . Toutes ces lignees 
cellulaires ont ete testees regulierement pour exclure 

30 toute infection a mycoplasmes . 

Pour le test de proliferation, les cellules (2 
x 10 4 cellules/puits ) ont ete ensemencees dans des plaques 
96 puits (COSTAR, Corning, Inc. NY, USA) et incubees 48 
heures en milieu complet additionne de concentrations 

35 croissantes, de 0 a 400jwn, de N-Acetyl-Cysteine (NAC, 
SIGMA, Saint-Quentin Fallavier, France) , de MnTBAP 
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( mime ti que de la MnSOD ; CALBIOCHEM, Paris, France), de 

CuDIPS (mimetique de la Cu/Zn SOD ; SIGMA, Saint-Quentin 

Fallavier, France) ou de Mangafodipir (MnDPDP ou TELASCAN, 

AMERSHAM HEALTH, Amersham, UK) . 
5 La proliferation cellulaire est determinee en 

incubant les cellules pendant 16 heures avec de la [ 3 H]- 

thymidine ( IjuGi/puits ) . 

Les resultats de ces experiences, sur 

differentes lignees tumorales, pour la NAG, le MnTBAP, le 
10 CuDIPS et le MnDPDP sont illustres dans les figures 1, 2, 

3 et 4 respectivement. 

Legende des figures 1, 2, 3, et 4 : 

En abscisse : concentration en anti-oxydant 

(en |LiM) , 

15 En ordonnee : radioactivite de la [ 3 H] 

thymidine en cpm. 

On observe une augmentation de la 
proliferation des cellules tumorales en reponse au 
traitement par la NAC (figure 1). Cette augmentation de la 

20 proliferation est de 73% pour les cellules Hepa 1-6, en 
presence de lOOpM de NAC et de 45 et 47% en presence de 
400pM de NAC pour les cellules tumorales A 549 et CT26 
respectivement . 

Au contraire, le traitement des cellules 

25 tumorales Hepa 1-6, CT26 et A 549 avec le MnTBAP (figure 
2), le CuDIPS (figure 3) ou le MnDPDP (TESLASCAN, figure 
4) reduit de maniere dose dependante leur proliferation. 
Cette reduction de la proliferation cellulaire atteint 
pres de 90% en presence de 400|aM d'une de ces trois 

30 molecules. 

EXEMPLE 2 : EFFETS DE LA NAC, DU CuDIPS, DU MnTBAP ET DU 
MnDPDP SUR LA VIABILITE DE LIGNEES TUMORALES OU DE 
LEUCOCYTES HUMAINS NORMAUX . 

Des tests de viabilite in vitro, en reponse au 
35 traitement avec la NAC, le CuDIPS, le MnTBAP ou le MnDPDP, 
ont ete realises sur les lignees cellulaires de 1'exemple 
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1 ainsi que sur des leucocytes humains normaux. Ces 
derniers ont ete obtenus chez des volontaires sains, apres 
consentement eclaire, par prelevement de sang veineux 
recueilli sur anticoagulant (heparinate de lithium) . Les 
5 globules rouges ont ete lyses par choc osmotique a 1'aide 
d'une solution hypotonique d' acetate de potassium et les 
leucocytes ont ete cultives dans les conditions decrites a 
1 ' exemple 1 . 

Pour les tests de viabilite, les cellules (2 x 10 4 
10 cellules/puits) ont ete ensemencees dans des plaques 96 
puits (COSTAR, Corning, Inc. NY, USA) et incubees 48 
heures en milieu complet additionne de concentrations 
croissantes, de 0 a 400fim, de NAC, de MnTBAP, de CuDIPS ou 
de MnDPDP . La viabilite cellulaire a ete evaluee par 
15 reduction d'un sel de methylthiazol-tetrazolium (MTT ; 
SIGMA) en formazan. Les cellules ont ete exposees a 20 |il 
de MTT (5 mg/ml en PBS) et incubees 4 h a 37°C. Puis, 
150^il de milieu ont ete retires de chaque puits et la 
reaction est revelee par 1' addition de lOOjul de DMSO 
20 (SIGMA). L'absorbance est analysee pour chaque puits a 
550nm et a 630nm avec un lecteur de plaque ELISA. Le 
nombre de cellules viables est determine, par la 
difference entre l'absorbance a 550 nm et l'absorbance a 
630 nm . 

25 Les resultats de ces experiences pour les 

lignees tumorales CT26, Hepa 16 et A549, ainsi que pour 
les leucocytes normaux sont illustres dans les figures 5, 
6, 7 et 8, pour la NAC, le MnTBAP, le CuDIPS et le MnDPDP 
respectivement . 

30 Legende des figures 5 a 8 : 

En abscisse : concentration en anti-oxydant 

(en \M) , 

En ordonnee : DO a 550 nm - DO a 630 nm. 

On observe que le traitement par la NAC des 
35 cellules tumorales Hepa 1-6, CT26 et A 549 ou des 
leucocytes humains normaux est sans effet sur la viabilite 
cellulaire (figure 5) . 



WO 2005/060976 



PCT/FR2004/003298 



12 



Au contraire, le traitement des cellules 
tumorales Hepa 1-6, CT26 et A 549 avec le MnTBAP (figure 
6) ou le CuDIPS (figure 7) diminue de maniere dose 
dependante la viabilite des cellules tumorales. La 
5 viabilite des cellules tumorales Hepa 1-6, CT26 et A 549 
est reduite de 62%, 75% et 37%, respectivement , par 400pM 
MnTBAP, et de 74%, 85% et 50% respectivement, par 400pM de 
CuDIPS. Toutefois, le traitement des leucocytes humains 
normaux avec le MnTBAP et le CuDIPS induit egalement une 
10 diminution de la viabilite cellulaire, laquelle atteint au 
maximum 18% et 50% respectivement. 

Enfin, si le MnDPDP (Mangaf odipir ou 
TESLASCAN, figure 8) reduit egalement de maniere dose 
dependante la viabilite des cellules tumorales Hepa 1-6, 
15 CT26 et A 549, il n ; influence -pas la viabilite des 
leucocytes humains normaux, et ceci quelle que soit la 
dose de mangaf odipir utilisee. 

EXEMPLE 3 : EFFETS DE LA NAC , DU CuDIPS, DU MnTBAP ET DU 
MnDPDP SUR LES PROPRIETES ANT I - PROL I FERAT I VE S ET 
2 0 CYTOTOXIQUES DE MOLECULES UTILISEES DANS LA CH IMI OTHERAP I E 
DES CANCERS. 

Les molecules antitumorales suivantes : 
oxaliplatine (appartenant a la f ami lie du cisplatine) ; 
taxol ; 5-f luoro-uracile ; qui sont connues pour induire 

25 la production de FRO dans les cellules tumorales, ont ete 
utilisees. Pour chacune de ces molecules, des tests de 
proliferation et de viabilite cellulaire ont ete 
effectues, en 1' absence de molecules antioxydantes , ou en 
presence de concentrations croissantes de NAC , de MnTBAP, 

30 de CuDIPS ou de MnDPDP. 

1) Effefcs sur les proprieties antiproliferatives : 

Les tests de proliferation ont ete effectues 
sur les lignees tumorales CT26, Hepa 16, et A549, selon le 
protocole decrit a l'exemple 1. 
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Oxaliplatine : 

L' oxaliplatine (ELOXATINE ou [ (1R, 2R) -1,2- 
cyclohexanediamine-N, N ' ] [oxalato (2-) -O, O 1 ] platine (II) ; 
SANOFI-PHARMA, Paris, France) a ete utilise dans tous les 
5 tests a une concentration de 10 juM. 

Les resultats des tests de proliferation 
cellulaire des lignees tumorales CT26, Hepa 16 et A549 
sont illustres dans les figures 9, 10, 11 et 12, pour la 
NAC, le MnTBAP, le CuDIPS et le MnDPDP respect ivement . 
10 Legende des figures 9 a 12 : 

En abscisse : presence ( + ) ou absence (-) 
d' oxaliplatine ; concentration en anti-oxydant (en .\xM) , 

En ordonnee : radioact ivite de la [ 3 H] 
thymidine en cpm. 
15 Le traitement des lignees tumorales Hepa 1-6, 

CT26 et A549 avec lOpM d' oxaliplatine seul diminue la 
proliferation des cellules tumorales de 70%, 91% et 93% 
respectivement (figure 9 a 12) . 

La NAC reduit de maniere dose dependante 
20 l'effet cytostatique de 1' oxaliplatine et ceci quel que 
soit le type de cellules tumorales (figure 9). 

Au contraire, le MnTBAP (figure 10), le CuDIPS 
(figure 11) et le MnDPDP (figure 12) augmentent de maniere 
dose-dependante les proprietes anti-prolif eratives de 
2 5 1' oxaliplatine - 

Taxol : 

Le taxol (PACLITAXEL ; BRISTOL-MYERS-SQUIBB, 
Paris, France) a ete utilise dans tous les tests a une 
concentration de 10 \xH. 

30 Les resultats des tests de proliferation des 

lignees tumorales CT26, Hepa 16 et A549 sont illustres 
dans les figures 13, 14, 15 et 16, pour la NAC, le MnTBAP, 
le CuDIPS et le MnDPDP respectivement. 

Legende des figures 13 a 16 : 

35 En abscisse : presence ( + ) ou absence (-) de 

taxol ; concentration en anti-oxydant (en \xM) , 
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En ordonnee : radioactivite de la [ 3 H] 
thymidine en cpm. 

L' incubation avec le taxol reduit 

respectivement la proliferation des cellules tumorales 
5 A549, CT26 ou Hepa 1-6 de 85%, 71% et 65%, (figure 13 a 
16) . 

1/ addition de NAC reduit de maniere dose- 
dependante l ! effet cytostatique du taxol sur les cellules 
tumorales (figure 13). 
10 Au contraire, 1 T addition des trois mimetiques 

de SOD [MnTBAP (figure 14), CuDIPS (figure 15) ou de 
MnDPDP (figure 16)] augmente 1'effet cytostatique du taxol 
de maniere dose-dependante. 

5-FluoroUracil (5-FU) : 

15 Le 5-FluoroUracil (5-FU) (fluoro-5 tetrahydro- 

1,2,3,4 pyrimidinedione-2 , 5 ou f luoro-uracile ; ICN 
PHARMACEUTICAL FRANCE, Orsay, France) a ete utilise dans 
tous les tests a une concentration de 50 juM. 

Les resultats des tests de proliferation des 
20 lignees tumorales CT26, Hepa 16 et A549 sont illustres 
dans les figures 17, 18, 19 et 20, pour la NAC, le MnTBAP, 
le CuDIPS et le MnDPDP respectivement. 

Legende des figures 17 a 20 : 

En abscisse : presence ( + ) ou absence (-) de 
25 5-FU ; concentration en anti-oxydant (en pM) , 

En ordonnee : radioactivite de la [ 3 H] 
thymidine en cpm. 

L' incubation des cellules tumorales avec le 5- 
FU reduit la proliferation des cellules tumorales Hepa 1- 
30 6, CT26 et A549 de 91%, 91% et 85%, respectivement (figure 
17 a 20) . 

Comme pour 1 ' oxaliplatine et le TAXOL, La NAC 
inhibe l'effet cytostatique du 5-FU sur les cellules 
tumorales (figure 17) alors que les trois mimetiques de 
35 SOD [MnTBAP (figure 18), CuDIPS (figure 19) et MnDPDP 
(TESLASCAN, figure 20)] 1 ' augmentent . 
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2) Effets sur la viabilite cellulaire : 

Les tests de viabilite ont ete effectues sur 
les lignees tumorales CT26, Hepa 16, et A549, ainsi que 
sur des leucocytes humains normaux, selon le protocole 
5 decrit a 1'exemple 2. 
Oxaliplatine : 

L' oxaliplatine a ete utilise a une 
concentration de 10 jliM dans le cas des cellules tumorales, 
et a une concentration de 1 mM dans le cas des leucocytes 
10 normaux. 

Les resultats sont illustres par les figures 
21, 22, 23 et 24, pour la NAC, le MnTBAP, le CuDIPS et le 
MnDPDP respectivement . 

Legende des figures 21 a 24 : 
15 En abscisse : presence (+) ou absence (-) 

d' oxaliplatine ; concentration en anti-oxydant (en \xM) , 

En ordonnee : DO a 550 nm - DO a 630 nm. 

Le traitement par 1 ' oxaliplatine seul diminue 
en moyenne la viabilite des cellules tumorales Hepa 1-6, 
20 CT26 et A549 de 50%, 27% et 28% respectivement, et celle 
des leucocytes normaux d' environ d' environ 50% (figures 21 
a 24). 

La NAC diminue de maniere dose-dependante les 
effets cytotoxiques de 1 ' oxaliplatine sur tous les types 
25 de cellules tumorales, ainsi que sur les leucocytes 
normaux (figure 21). 

Le MnTBAP (figure 22), le CuDIPS (figure 23) et 
le MnDPDP (figure 24) augmentent de maniere dose- 
dependante les proprietes cytotoxiques de 1' oxaliplatine 
30 sur les cellules tumorales. 

Sur les leucocytes normaux, le MnTBAP ( figure 
22) et le CuDIPS (figure 23) , augmentent egalement les 
proprietes cytotoxiques de 1 ' oxaliplatine ; en revanche, 
le MnDPDP (figure 24) inhibe comme la NAC l'effet 
35 cytotoxique de 1' oxaliplatine . 
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Taxol : 

Le taxol a ete utilise a une concentration de 
10 jliM dans le cas des cellules tumorales, et a une 
concentration de 20 jlxM dans le cas des leucocytes normaux. 
5 Les resultats sont illustres par les Figures 

25, 26, 27 et 28, pour la NAC, le MnTBAP, le CuDIPS et le 
MnDPDP respectivement . 

Legende des figures 25 a 28 : 

En abscisse : presence ( + ) ou absence (-) de 
10 taxol ; concentration en anti-oxydant (en fiM) , 

En ordonnee : DO a 550 nm - DO a 630 nm. 
Le traitement par le taxol seul diminue, en 
moyenne, la viabilite des cellules tumorales Hepa 1-6, 
CT26 et A549 de respectivement 25%, 50% et 47% en moyenne, 
15 et celle des leucocytes normaux d' environ 50% (Figures 25 
a 28). 

L' addition de NAC n ! influence pas l'activite 
cytotoxique du taxol sur les cellules tumorales, et la 
diminue sur les leucocytes normaux (Figure 25) . 

20 L' addition de MnTBAP (Figure 26), de CuDIPS 

(Figure 27) ou de MnDPDP (Figure 28)) augmente l'activite 
cytotoxique du taxol sur les cellules tumorales. Sur les 
leucocytes normaux, le MnTBAP n' a pratiquement pas 
d ; influence sur l'effet cytotoxique du taxol (figure 26) 

25 et le CuDIPS (figure 27), augmente cet effet cytotoxique ; 
en revanche, le MnDPDP (figure 28) inhibe comme la NAC 
l'effet cytotoxique du taxol. 
5-FluoroUracil (5-FU) : 

Le 5-FU a ete utilise a une concentration de 

30 50 |nM dans le cas des cellules tumorales, et a une 
concentration de 40 mM dans le cas des leucocytes normaux. 

Les resultats sont illustres par les Figures 
29, 30, 31 et 32, pour la NAC, le MnTBAP, le CuDIPS et le 
MnDPDP respectivement . 

35 Legende des figures 29 a 32 : 
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En abscisse : presence ( + ) ou absence (-) de 
5-FU ; concentration en anti-oxydant (en |jM) , 

En ordonnee : DO a 550 nm - DO a 630 nm. 

Le traitement par le 5-FU seul diminue, en 
5 moyenne, la viabilite des cellules tumorales Hepa 1-6, 
CT26 et A549 de respectivement 65%, 85% et 25%, et celle 
des leucocytes normaux d' environ 19% (figures 29 a 32) . 

1/ addition de NAC ne modifie pas 1'activite 
cytotoxique du 5-FU sur les cellules tumorales, et la 
10 diminue sur les leucocytes normaux (Figure 29) . 

L' addition de MnTBAP (figure 30), de CuDIPS 
(figure 31) ou de MnDPDP (figure 32) augmente 1'activite 
cytotoxique du 5-FU sur les cellules tumorales. Sur les 
leucocytes normaux, le MnTBAP n' a qu'une influence tres 
15 faible sur 1' effet cytotoxique du 5-FU (figure 30) ; le 
CuDIPS (figure 31) augmente cet effet cytotoxique ; en 
revanche, le MnDPDP (figure 32) 1'inhibe. 

EXEMPLE 4 : MODULATION DES EFFETS DES FORMES OXYGENEES 
REACT IVES SUR L'ADN PAR LA NAC, LE CuDIPS, LE MnTBAP OU LE 
2 0 MnDPDP. 

La molecule d'ADN est une des cibles 
principales de 1' effet anti-tumoral des derives du platine 
comme le cisplatine ou 1' oxaliplatine . Les derives du 
platine reagissent sur 1'ADN en modifiant sa structure 

25 tertiaire. Des metalloporphyrines cationiques sont des 
agents connus pour pouvoir interagir avec 1'ADN. 

II a recemment ete demontre que des 
metalloporphyrines ayant des proprietes mimant la SOD 
pouvaient potentialiser les effets deleteres des FRO sur 

30 la structure de 1'ADN. 

Le plasmide pcDNA3 . 1 (INVITROGEN) purifie a 
ete utilise pour analyser les alterations potentielles de 
1'ADN en reponse a 1' addition de molecules utilisees dans 
la chimiotherapies des cancers en presence, ou en 

35 1' absence, de modulateurs d' enzymes antioxydantes . Cet ADN 
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a ensuite ete stocke a -20 °C en lOmM TRIS, 1 mM EDTA 
jusqu'a son utilisation. 

L' ADN plasmidique a ete incube avec de 
1 ' oxaliplatine a un rapport molaire de 0,50 dans un volume 
5 final de 50pl. Le MnTBAP (5pM), le CuDIPS (5]jM), le 
Mangaf odipir (5]jM) ou la NAC (5mM) ont alors ete ajoutes a 
la solution. La production d' anion superoxyde a ete 
realisee par addition de 200|aM xanthine (SIGMA) et 1U de 
xanthine oxydase (SIGMA). L ; incubation a ete realisee dans 

10 1'obscurite a 37 °C et pendant 24 h. A la fin de la periode 
d' incubation, des aliquots de lOjjl ont ete soumis a une 
electrophorese en gel d' agarose a 0.8% et detectes par 
coloration au bromure d'ethidium. Les gels ont ensuite ete 
analyses par densitometrie (VILBER LOURMAT, Marnes-la- 

15 Vallee, France) . 

Les resultats sont illustres dans la figure 

33. 

Legende de la Figure 33 : 

A : Presence ( + ) ou absence (0) de plasmide ; 
20 concentration en oxaliplatine (en jaM) ; presence ( + ) ou 
absence (0) de xanthine et de xanthine oxydase (X/XO) ; 
presence (+) ou absence (0) de NAC. 

B : Presence ( + ) ou absence (0) de plasmide ; 
concentration en oxaliplatine (en jaM) / presence ( + ) ou 
25 absence (0) de xanthine et de xanthine oxydase (X/XO) ; 
presence (+) ou absence (0) d' anti-oxydant (Teslacan, 
MnTBAP, CuDIPS ou NAC) . 

L' incubation d'ADN plasmidique avec de la 
xanthine et de la xanthine oxydase (X/XO) genere des 
30 anions superoxydes qui alterent la forme native super 
enroulee du DNA (ADN sous forme I) et favorise la forme 
circulaire (forme II DNA) . Ce phenomene est inhibe par la 
neutralisation des FRO par la NAC. 

L' incubation d'ADN plasmidique avec de 
35 1' oxaliplatine induit une alteration dose dependante de la 
structure de 1 ' ADN maximale au rapport DNA/oxaliplatine de 
0.5. Dans ces conditions, on n f observe plus de forme super 
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enroulee et une bande correspondant a la forme III 
apparalt (forme lineaire) . Le rapport forme I/forme II est 
encore plus abaisse si l'on co-incube l'ADN plasmique avec 
le systeme X/XO et de faibles doses d' oxaliplatine . 
5 L' incubation avec la NAC diminue les dommages causes a 
l'ADN. 

Dans un second temps, les effets des 
mimetiques de SOD sur les alterations de 1 ' ADN induites 
par 1' oxaliplatine seul ou associe aux FRO ont ete 

10 evaluees. L' incubation de 1 ' ADN plasmidique avec du 
Mangafodipir induit per se des dommages a l'ADN comme le 
montre 1 ' augmentation de la proportion de forme II par 
rapport au plasmide non traite . Cet effet est amplifie 
lorsque l'on ajoute soit des anions superoxydes, soit de 

15 1' oxaliplatine, et est maximal lorsque Mangafodipir, FRO 
et oxaliplatine sont co-incubes avec 1 ' ADN plasmidique. La 
encore, certains antioxydants comme la NAC inhibent 
partiellement les alterations de 1 ' ADN . 

Un effet similaire est observe lorsque le 

20 CuDIPS et, dans une moindre mesure, lorsque le MnTBAP est 
utilise comme mimetique de SOD. 

EXEMPLE 7 : EFFETS ANT I - TUMORAUX DE LA NAC, DU CuDIPS, DU 
MnTBAP ET DU MnDPDP ASSOCIES OU NON AVEC UNE 
CHIMIOTHERAPIE ANT I - CANCEREUSE CHEZ LA SOURIS . 

25 L'activite anti-tumorale in vivo de divers 

traitements antioxydants a ete estimee. Pour ces 
experiences, des souris femelles BALB/c (pour 1' injection 
de cellules tumorales CT-26) or C57/BL6 (pour 1' injection 
de cellules tumorales Hepa 1-6) agees de 6 a 8 semaines 

30 ont ete utilisees. (IFFA CREDO, L'Arbresles, France) . Deux 
millions de cellules tumorales ont ete injectees dans le 
dos des animaux par voie sous-cutanee. Lorsque la taille 
de la tumeur a atteint 200 a 500 mm 3 , les animaux ont regu 
une injection unique de 20 mg/kg d' oxaliplatine 

35 (ELOXATINE®) ou d'une solution saline. 
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Les souris ont ensuite ete traitees par voie 
intraperitoneal, deux heures apres 1' injection 

d' oxaliplatine ou de solution saline, avec 10 mg/kg de 
Mangaf odipir, de MnTBAP ou de CuDIPS, ou avec 150 mg/kg de 
5 NAC, ou avec une solution saline. L' injection des 
differents antioxydants a ete poursuivie pendant un mois 
(trois injections par semaine aux memes doses) . Un groupe 
de souris inoculees avec des cellules tumorales n'a pas 
ete traite. 

10 La taille des tumeurs a ete mesuree tous les 

trois jours. Le volume tumoral a ete calcule comme suit: 
VT (mm3)=(LxW2) /2, ou L est la plus longue et W la plus 
courte dimension de la tumeur en mm. Quinze souris ont ete 
incluses dans chaque groupe. 
15 Les resultats de 1 ' experience basee sur 

1' injection de cellules tumorales de carcinome colique 
CT26 a des souris BALB/C sont illustres dans la Figure 34. 
Legende de la Figure 34 : 
(♦) temoins, 
20 (■) oxaliplatine, 

(A) teslacan, 

(•) oxaliplatine + teslacan, 
(O) NAC, 

(X) oxaliplatine + NAC, 
25 (A) MnTBAP, 

(□) oxaliplatine + MnTBAP, 
(0) CUDIPS, 

(*) oxaliplatine + CUDIPS. 

Le volume des tumeurs est indique en 
30 ordonnee ; en abscisse sont indiques le nombre de jours 
suivant 1' injection de 1' oxaliplatine ou de solution 
saline . 

On observe que 1' injection de NAC a des souris 
non traitees par 1' oxaliplatine induit une augmentation de 
35 4 4% des volumes tumoraux apres un mois, par rapport aux 
souris ne recevant pas de NAC . 
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Alors que 1 ' administration d' oxaliplatine 
divise par deux les volumes tumoraux par rapport aux 
animaux non traites, 1 ' administration de NAC a des souris 
traitees par oxaliplatine bloque totalement 1'effet 
5 inhibiteur de 1 9 oxaliplatine sur la croissance tumorale. 

Au contraire, 1' injection de mimetiques 
chimiques de SOD comme le MnTBAP, le CuDIPS ou le 
Mangafodipir diminue respectivement de 59%, 28% et 54% le 
volume des tumeurs a un mois par rapport aux animaux non 
10 traites. En outre, les trois mimetiques de SOD administres 
chez des souris traitees a 1' oxaliplatine diminue 
respectivement de 35%, 31% et 63% le volume des tumeurs a 
un mois par rapport aux animaux traites seulement par 
1' oxaliplatine . 

15 Les resultats de 1' experience basee sur 

1' injection de cellules Hepa 1-6 a des souris C57BL/6 sont 
illustres dans la Figure 35. 

Legende de la Figure 35 : 
(♦) temoins, 
20 (■) oxaliplatine, 

(A) teslacan, 

(•) oxaliplatine 4- teslacan, 
(O) NAC, 

(X) oxaliplatine + NAC, 
25 (A) MnTBAP, 

(□) oxaliplatine + MnTBAP, 
(0) CUDIPS, 

(*) oxaliplatine + CUDIPS. 

Le volume des tumeurs est indique en 
30 ordonnee ; en abscisse sont indiques le nombre de jours 
suivant 1' injection de 1 ' oxaliplatine ou de solution 
saline . 

On observe la encore que 1' injection de NAC 
induit une augmentation de 50% des volumes tumoraux apres 
35 un mois, par rapport aux souris ne recevant pas de NAC. 
Alors que 1 ' administration d' oxaliplatine divise par 
quatre les volumes tumoraux par rapport aux animaux non 
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traites, 1 ' administration de N&C a des souris traitees par 
1' oxaliplatine bloque totalement l'effet inhibiteur de 
1' oxaliplatine sur la croissance tumorale * Au contraire, 
1' injection de mirnetiques chimiques de SOD comme le 
5 MnTBAP, le CuDIPS ou le Mangafodipir diminue de 42% , 9% et 
34% respect ivement , le volume des tumeurs a un mois par 
rapport aux animaux non traites. En outre T si la co- 
administration de MnTBAP et de CuDIPS avec de 
1 ' oxaliplatine n'augmente pas de maniere significative 
10 l'effet anti-tumoral de 1' oxaliplatine, 1 ' administration 
de MnDPDP a des souris traitees a 1' oxaliplatine diminue 
de 63% le volume des tumeurs a un mois par rapport aux 
animaux traites seulement par 1 ' oxaliplatine (Figure 35). 
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RE VEN D I CAT I ON S 

1) Utilisation d'un mimetique de superoxyde 
dismutase et de glutathion reductase en tant que principe 
actif anti-tumoral et protecteur des leucocytes pour 

5 1'obtention d'un medicament anti-cancereux. 

2) Utilisation selon la revendication 1, 
caracterise en ce que ledit mimetique est le Mangaf odipir . 

3) Utilisation selon une quelconque des 
revendications 1 ou 2, caracterisee en ce que ledit 

10 mimetique est utilise en association avec un agent anti- 
tumor al capable d' induire dans les cellules une production 
de formes reactives de l'oxygene* 

4) Utilisation selon la revendication 3, 
caracterisee en ce que ledit agent anti-tumoral est choisi 

15 parmi la doxorubicine, la mitomycine C, l'etoposide, les 
derives de platine, le tamoxifene, le taxol, le 5-fluoro- 
uracile, 1 ' irinotecan, la gemcitabine, l'endoxan, la 
streptozotocine , la bleomycine, la vincristine. 

5) Composition pharmaceutique comprenant un 
20 mimetique de superoxyde dismutase et de glutathion 

reductase, associe avec un agent anti-tumoral choisi parmi 
1' oxaliplatine, le 5-f luoro-uracile et le taxol. 

6) Composition pharmaceutique selon la 
revendication 5, caracterisee en ce que ledit mimetique 

25 est le Mangaf odipir . 
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